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DESCRIPCION
Ensayo de unién a base de particulas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la separacion de un inmunocomplejo formado o cualquier complejo biomolecular
de material no unido sobre una superficie porosa, que es una rejilla o parrilla y comprende agujeros/aberturas
compatibles mutuamente con particulas usadas. La invencion desvela un inmunoensayo heterogéneo realizado en
formato de ensayo con dos particulas donde el tamafio y las diferentes caracteristicas de las particulas son
aprovechados, para deteccion y cuantificacion de un analito en una muestra. En el método, se usan particulas
grandes para capturar a partir de una muestra, separar y distinguir dicho analito de fluidos corporales, mientras que
se usan particulas pequefias como medio de marcado.

Antecedentes de la invencion

Varios métodos usan técnicas de inmunoensayo para la deteccion y la cuantificacion de antigeno en una muestra.
Actualmente se usan dos tipos de sistemas de inmunoensayo. En un sistema homogéneo, el ensayo se realiza en
una Unica fase. En un sistema heterogéneo, el inmunoensayo se realiza en dos etapas. La etapa adicional es
necesaria para separar el material unido del no unido. Tipicamente, se usa una superficie de soporte sélida como
una fase unida, a la que se fija un anticuerpo o antigeno mediante adsorcion o enlaces quimicos. Se han
desarrollado muchos tipos de superficies de soporte solidas para mejorar el rendimiento de una reaccion
inmunoldgica y la eficacia de la etapa de separacion.

Se han usado particulas como una fase sélida movil en ensayos de aglutinacion para mejorar la eficiencia de la
reaccion inmunoldgica entre anticuerpo y antigeno. En dicho sistema, antigenos/anticuerpos solubles se combinaran
con anticuerpos/antigenos especificos unidos sobre las particulas dando como resultado precipitados de
inmunocomplejos de antigeno-anticuerpo insolubles sobre la superficie de las particulas. En inmunoensayos en fase
solida, la sensibilidad del ensayo puede incrementarse lavando el inmunocomplejo unido a la fase solida, lo que da
como resultado una separacion mas completa del material no unido y, por lo tanto, el incremento de la relacion de
sefal con respecto a ruido. Adicionalmente, también se han usado microparticulas de diversas composiciones en un
esfuerzo por incrementar el area superficial del soporte sélido.

Los ensayos de aglutinacion a base de particulas son bien conocidos para los expertos en la materia. Los ensayos
de aglutinacion originales aprovechaban particulas de un unico tamafio como particulas de poliestireno es decir
particulas de latex. Un método para superar la baja sensibilidad del ensayo de aglutinacion especialmente cuando
se ensayan pequefas cantidades de un analito se desvela en la Patente de Estados Unidos N° 4.279.617, donde se
usan dos reactivos particulados revestidos diferentes. Dichas particulas pueden ser de diferente tamafo. Dicho
método no implica una separacion de material no unido del aglutinado usando un proceso de filtracion.

Los documentos de la técnica anterior reconocen una serie de publicaciones que desvelan técnicas de ensayo que
dependen del uso de un miembro poroso tal como una membrana, filtro u otras matrices. La Patente de Estados
Unidos N° 4.632.901, el documento EP-B-180638 y la Patente de Estados Unidos N° 4.727.019 desvelan un
miembro al que esta unido un receptor para el analito diana y un segundo miembro para atraer liquido afiadido al
primer miembro. Cuando se afiade una muestra liquida, el liquido fluye a través del miembro y los receptores en
éste se unen al analito presente en la muestra. Después de la adicion de la muestra, se afiade otro receptor para el
analito que esta marcado para permitir la deteccion. Siendo marcadores adecuados una enzima, un radiontclido o
un marcador fluorescente. Cuando se usa un marcador enzimatico, una desventaja es que debe afiadirse a la
membrana un sustrato que forma una coloracion.

El documento EP-B-253579 desvela una realizacion adicional de la técnica basada en un miembro mencionada
anteriormente. La realizacion aprovecha las microesferas que quedan atrapadas dentro de los intersticios de la
membrana porosa para aprovechar un medio para fijar un receptor o antirreceptor al miembro poroso.

La Patente de Estados Unidos N° 4.916.056, el documento EP-B-389003, la Patente de Estados Unidos N°
5.008.080 y la Patente de Estados Unidos N° 5.149.622 desvelan ensayos de flujo pasante a base de membranas
que aprovechan particulas sobre las que han sido retenidos anticuerpos o antigenos. El tamafo de las particulas no
es vital aunque se prefiere que el tamafo sea mas pequefio que el tamafio de poro promedio de la matriz fibrosa.

Habitualmente se usan membranas tridimensionales para la separacion de un inmunocomplejo de material no unido.
La Patente de Estados Unidos N° 5.501.949 desvela un inmunoensayo que usa particulas finamente divididas como
una fase sdélida como el primer componente (sustancia) de unién. Los segundos componentes de unidn solubles
estan marcados con un material que genera sefiales. EI componente de unién marcado, no unido a particulas,
soluble usado en este método tiene una menor actividad especifica en comparacion con el componente de unién
marcado con un marcador unido a particulas. Esto da como resultado la pérdida de sensibilidad del ensayo. El
método usa una membrana tridimensional para filtrar el inmunocomplejo y separar el material no unido.
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La Patente de Estados Unidos N° 4.853.335 desvela un inmunoensayo donde una muestra biolégica, ligando o
antiligando marcado con oro coloidal, y particulas de captura de fase sélida revestidas con ligando o antiligando se
aplican sobre una pelicula porosa. Las particulas capturadas sobre la membrana son inspeccionadas visualmente
para ver su color.

La solicitud de britanica N° 2123146 describe un método de ensayo realizado en un contador de células optico-
eléctrico de doble canal o en un microscopio de fluorescencia. La divulgacion implica primera y segunda particulas
microscopicas que tienen diferentes propiedades detectables realizando dichos métodos de ensayo. Dicha solicitud
no desvela ninguna separacion de material unido del aglutinado usando un proceso de filtracién. Un fluido bioldgico
se entremezcla con las particulas, y seguidamente se miden sus diferentes propiedades.

La Patente de Estados Unidos N° 5.565.366 comprende un método donde se forma una mezcla de prueba poniendo
en contacto a una muestra con particulas coloreadas que portan sobre su superficie receptores especificos para el
ligando. Cuando se hace pasar a la mezcla de prueba a través de un filtro que tiene aberturas mas grandes que las
particulas pero mas pequefias que los agregados, los agregados se eliminan del filtrado y el color del filtroffiltrado se
analiza. El documento desvela que el pequefio tamafio de particula usado es mas ventajoso con respecto a la
formacion de agregados que particulas mas grandes usadas en técnicas de la técnica anterior. Sin embargo, el uso
de particulas pequefias es desventajoso, dado que el consumo de ligando o antiligando sobre la particula es mayor
cuanto mas pequefias son las particulas.

La Patente de Estados Unidos N° 6.268.222 desvela un enfoque diferente donde microparticulas se fijan a
nanoparticulas marcadas con colorante de fluorescencia. Las particulas se fijan entre si mediante sus grupos
funcionales en superficie. Esta invencién comprende una particula central o portadora que tiene sobre su superficie
una pluralidad de particulas poliméricas mas pequefias. Cuando se usan diferentes colorantes de fluorescencia, se
obtiene una emision de fluorescencia multiple mediante una excitacion de una fuente de luz. Modificando la cantidad
y la relacion de diferentes poblaciones de nanoesferas, es posible establecer y distinguir un gran nimero de
poblaciones discretas de particulas portadoras con espectros de emisién Unicos. Este enfoque es Util para analisis
multiple de una pluralidad de analitos en una muestra.

Tal como se ha desvelado en la anterior revision de la técnica anterior, se han usado particulas en solitario o junto
con diferentes aplicaciones de membranas tridimensionales para separar analitos deseados a partir de una muestra.
Sin embargo, a menudo existe la unidn inespecifica de sustancia de unién marcada debido a la porosidad de la
membrana. Por lo tanto, la relacion de sefial con respecto a ruido es baja, debido a una elevada sefial de fondo,
cuando se usan membranas tridimensionales. Por lo tanto, las membranas tridimensionales requieren un lavado
considerable para reducir la unién inespecifica.

Ademas de los métodos desvelados anteriormente, ensayos que aprovechan, por ejemplo, perlas magnéticas
también son bien conocidos para los expertos en la materia.

Los métodos desvelados en los anteriores documentos de la técnica anterior dependen principalmente de la
deteccion visual del analito y no son, por lo tanto, suficientemente sensibles para medir bajas concentraciones de
analito. Ademas, el nivel de sefial creado por el marcador no es, en todas las circunstancias, lo suficientemente
intenso.

Métodos mas sofisticados en la técnica aplican el cambio de corriente eléctrica para indicar la presencia de analito
en la muestra. Transistores de efecto de campo revestidos con una capa de anticuerpo en la regién de la puerta se
utilizan, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 4.238.757 para detectar reaccion de antigeno-anticuerpo
mediante un cambio de la concentracion de carga de la transicion.

Un reactivo marcado que reacciona con el complejo analito-reactivo o con el reactivo para cambiar la reactancia
eléctrica de la superficie se afiade en la Patente de Estados Unidos N° 4.219.335. Una reacciéon inmunolégica
también puede medirse mediante un inmunoensayo voltamétrico tal como se desvela en la Patente de Estados
Unidos N° 4.233.144, donde un inmunorreactante se marca con una sustancia electroactiva.

La Patente de Estados Unidos N° 4.054.646 desvela un método donde una capa de antigeno-anticuerpo esta
intercalada entre dos capas conductoras y donde se mide la capacitancia eléctrica del laminado resultante.

Otro tipo de técnica de medicién de la capacitancia que aprovecha un par de electrodos revestidos con un sustrato y
sumergidos en un medio que contiene un material que se une especificamente con los sustratos se desvela en la
Patente de Estados Unidos N° 4.072.576.

También es posible combinar una detecciéon de sefales de efecto de cambio con una técnica de inmunoensayo
enzimatico, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 4.287,300.

Sin embargo, los métodos eléctricos anteriores no satisficieron las necesidades de un método sencillo, rapido,
sensible, econdmico y facil de usar para realizar un ensayo de inmunodiagnéstico.
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Un método disefiado para resolver las desventajas mencionadas anteriormente se desvela en la Patente de Estados
Unidos N° 5.284.748 donde se emplean particulas de oro coloidal marcadas con antigeno o anticuerpo
opcionalmente con intensificacion con plata en un nuevo método de inmunodiagndstico. El complejo formado de este
modo causa la finalizacion (cierre) completa o parcial de un circuito eléctrico esencialmente abierto. Una realizacion
adicional comprende un par de conductores eléctricos separados, particularmente capas conductoras dispuestas
sobre una base sustancialmente no conductora de la electricidad. Hay un espacio entre los conductores definido
como una trayectoria o canal. Un medio que forma un circuito eléctrico se pone en contacto con cada uno de los
conductores, de modo que el canal constituya una brecha en el circuito. La reaccién de unién entre el par de
sustancias es responsable de salvar completa o parcialmente la brecha en el circuito. Un dicho medio implica adherir
una de las sustancias a las superficies de particulas conductoras de la electricidad.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un método para detectar la presencia o cantidad de un analito en una muestra. La
invencion emplea particulas de captura méviles revestidas con una primera sustancia de unién (es decir, primer
componente de unidn) y particulas marcadas de forma detectable revestidas con una segunda sustancia de union
(es decir, segundo componente de unién). Ambas sustancias de unién son un ligando o antiligando especifico sobre
el cual se une la molécula de analito (ligando o antiligando) si esta presente en la muestra.

La presente invencion aprovecha dichas particulas y depende del uso de una superficie porosa, es decir un medio
de separacion, que es una rejilla o una parrilla. A diferencia de la técnica anterior, la presente invencion aprovecha el
uso de particulas de captura sobre las cuales se ha unido una sustancia de unién especifica para el analito en la
muestra. El complejo producido sera retenido sobre la superficie porosa cuando se aplique sobre ella. Por
consiguiente, el complejo que consta de primer componente de unidn-analito-segundo componente de unién o
primer componente de unién-analito se separa del material no unido sobre la superficie del medio de separacién. En
consecuencia, este procedimiento también puede usarse para la separacion y el enriquecimiento del analito. Dicho
analito enriquecido puede usarse a continuacion para procedimientos y estudios adicionales.

Dicha superficie porosa puede formar la parte basica de un dispositivo que adicionalmente puede comprender un
marco, sujetador u otro soporte que forma, por ejemplo, una cubierta de ensayo (cartucho).

Para la generacion de un flujo de liquido intensificado para eliminar material no unido, puede usarse una membrana
con accion de capilaridad y/o una presién negativa o positiva o una fuerza externa (por ejemplo ultrasonidos).

La presente invencion aprovecha medios de separacion bidimensional y tridimensional para la segregacion de los
inmunocomplejos/complejos biomoleculares formados de material no unido después de inmunorreacciones o
reacciones quimicas. En dichos medios de separacion, la segregacion del inmunocomplejo /complejo biomolecular
se produce sobre la superficie del medio de separacion. Curiosamente, la superficie porosa desvelada permite una
separacion de dichos complejos de forma bidimensional sobre la superficie, mientras que pequefas particulas de
marcador y otros materiales no unidos al penetrar en la superficie son distribuidas de forma tridimensional. En
consecuencia, es posible una separacién tanto bidimensional como tridimensional usando dicha superficie porosa.
Por lo tanto, en caso necesario, es posible liberar los inmunocomplejos/complejos biomoleculares producidos de la
superficie y transferirlos de acuerdo con necesidades adicionales. El propio analito o algun otro componente celular
pueden caracterizarse adicionalmente por ejemplo mediante PCR o mediante cualquier otro método bioquimico o de
biologia molecular que sea bien conocido para los expertos en la materia.

La presente invencién supera las deficiencias de sensibilidad de métodos de la técnica anterior aprovechando
particulas no marcadas y marcadas de diferente tamafio y una superficie porosa. Un problema habitual con el
marcador usado en métodos de la técnica anterior es que tiene una intensidad de sefal y una relacién inapropiada
de sefal con respecto a ruido. El tamafio de las particulas de captura con respecto a particulas marcadoras en la
presente invencion se optimiza para consumir una cantidad mas pequefia pero todavia 6ptima de ligando o
antiligando en comparacion con particulas pequefas. De acuerdo con la presente invencion, debido a la elevada
unién al marcador inespecifica, pueden reducirse elevados recuentos de marcador de fondo, usando una superficie
porosa, que posee baja unidon al marcador inespecifica, para la separacion del inmunocomplejo del material no
unido. Ademas, la sensibilidad del ensayo puede incrementarse usando una sustancia de union fijada a particulas de
marcador, incrementando de este modo la actividad especifica de la sustancia de unién marcada y la sensibilidad
del ensayo.

En particular, la presente invencién proporciona un método para detectar la presencia o cantidad de un analito en
una muestra, comprendiendo dicho método: (a) aplicar a una superficie porosa un primer componente de unién que
comprende particulas que tienen fijada a ellas una sustancia de union que se une especificamente a dicho analito;
(b) aplicar dicha muestra a dicha superficie porosa; (c) aplicar a dicha superficie porosa un segundo componente de
union que comprende particulas marcadas de forma detectable; y (d) detectar una sefial producida por dichas
particulas marcadas de forma detectable sobre dicha superficie porosa que es indicativa de la presencia y/o la
cantidad de dicho analito en dicha muestra; donde dicha superficie porosa es una rejilla o parrilla; donde dicha
superficie porosa permite que dicho segundo componente de union pero no que dicho primer componente de unién
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pase a través de dicha superficie; donde dicho primer componente de unién y dicho analito se unen entre si para
formar un primer complejo de unién; donde dichas particulas marcadas de forma detectable tienen fijada a ellas una
sustancia de unién que se une especificamente a dicho analito o dicho primer componente de unién y dicho analito,
de modo que dicho segundo componente de unidn y dicho primer complejo de unién se unen entre si para formar un
segundo complejo de union; y donde el primer complejo de union y/o el segundo complejo de unién es retenido
sobre la superficie porosa. En una realizacion, la muestra y el primer componente de unién se ponen en contacto
entre si antes de ser aplicados a la superficie. En otra realizacion, la etapa (a) se lleva a cabo antes de la etapa (b).
En una realizacion adicional, la muestra, el primer componente de union y el segundo componente de union, se
ponen en contacto entre si antes de ser aplicados a la superficie. En una realizacion adicional mas, la etapa (b) se
lleva a cabo antes de la etapa (a).

La invencion también proporciona un kit para detectar la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra, que
comprende:

(a) una superficie porosa;

(b) un primer componente de unién que comprende particulas que tienen fijada a ellas una sustancia de union
que se une especificamente a dicho analito para formar un primer complejo de unién; y

(c) un segundo componente de unién que comprende particulas marcadas de forma detectable que tienen fijada
a ellas una sustancia de unién que se une especificamente a dicho analito o dicho primer componente de unién y
dicho analito, de modo que dicho segundo componente de unién y dicho primer complejo de unién se unen entre
si para formar un segundo complejo de union;

donde dicha superficie porosa es una rejilla o una parrilla; y donde el primer complejo de unién y/o el segundo
complejo de unién son capaces de ser retenidos sobre la superficie porosa.

También se describe en el presente documento un dispositivo de separacion para separar un inmunocomplejo u otro
complejo biomolecular de material no unido después de la formacién de dicho complejo, conteniendo dicho
dispositivo una superficie porosa montada en dicho dispositivo, donde dicha superficie porosa es una rejilla o una
parrilla.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 desvela el principio de ensayo para la formacion de un inmunocomplejo.

La figura 2 desvela la separacion bidimensional de dicho complejo sobre la rejilla.

La figura 3 desvela la separacion tridimensional de material no especifico no unido mediante filtracion de dicho
material a través de la rejilla.

La figura 4 describe un grafico que muestra la concentracion de hCRP en una muestra.

La figura 5 describe un grafico que muestra la concentracion de hSHBG en una muestra.

La figura 6 muestra la separacion de un segundo componente de unién no unido (B) de un segundo componente
de unién unido al primer componente de unién (C) usando una estructura de parrilla (A).

Descripcion detallada de los dibujos

La figura 1 desvela un método ejemplar para la formacién de un inmunocomplejo. La figura describe como el primer
componente de unién, junto con el segundo componente de unién, forman dicho inmunocomplejo. En primer lugar,
particulas de captura (1) revestidas con una sustancia de unién (2), habitualmente un ligando o un antiligando,
forman el primer componente de union. Las particulas trazadoras (3) y una sustancia de unioén (2), habitualmente un
ligando o un antiligando, forman el segundo componente de unién. En segundo lugar, estos componentes de unién
se aglutinaran cuando entren en contacto con un analito (4), habitualmente un ligando o un antiligando, presente en
una muestra dando como resultado la formacién de dicho inmunocomplejo (5).

La figura 2 muestra una vista frontal de como se produce la filtracion bidimensional después de aplicar los
inmunocomplejos (5) sobre la rejilla (6). Un patrén de agujeros cuadrados (7) forma la estructura basica de la rejilla.

La figura 3 muestra una vista lateral de los inmunocomplejos retenidos (5) sobre la rejilla (6), la direccion de filtracion
tridimensional de particulas trazadoras filtradas (3) y material no especifico no deseado (8).

La figura 4 desvela un grafico que muestra los resultados de un ensayo que usa hCRP como analito y particulas de
captura y marcadoras revestidas con fragmentos F(ab'), de anticuerpos policlonales para la formacién de un
inmunocomplejo y la separacion de dicho complejo sobre la rejilla. El intervalo de ensayo para hCRP es de 0,08 - 10
mg/l.

La figura 5 desvela un grafico que muestra los resultados del ensayo usando hSHBG como analito y particulas de
captura y marcadoras revestidas con dos anticuerpos monoclonales diferentes para la formacion de un
inmunocomplejo y la separacion de dicho inmunocomplejo sobre la rejilla. El intervalo de ensayo para hSHBG es de
6 - 200 nmol/l.
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La figura 6 muestra la separacion de un segundo componente de unién no unido de un segundo componente de
union unido a un primer componente de unién usando una estructura de parrilla. Los complejos que contienen los
segundo y primer componentes de union (C) no pueden pasar a través de la parrilla (A). El segundo componente de
unioén no unido (B) puede pasar a través de la parrilla. En un caso ideal, los puntos tangenciales de la parrilla y las
particulas de captura del primer componente de union (D) se aproximan a 0.

Definiciones usadas

Los conceptos usados en la presente invencion y descritos en el presente documento tienen los siguientes
significados aplicados:

— sustancia de union - cualquier molécula, ligando o antiligando, compuesto, o combinacién de los mismos capaz
de reconocer y unirse a la parte distinta de la molécula especifica (por ejemplo epitopo o determinante
antigénico);

— ligando o antiligando - una molécula que forma un complejo con otra molécula, tal como un antigeno o anticuerpo
usado en un inmunoensayo;

— primera sustancia de unién - una sustancia de uniéon que se extiende o se extendera formando un revestimiento
sobre particulas de captura;

— segunda sustancia de unién - una sustancia de union que se extiende o se extendera formando un revestimiento
sobre particulas marcadoras;

— particula de captura - particula sélida compuesta por cualquier tipo de polimero, plastico, vidrio, metal, celulosa o
similares, usada como una fase sdlida o portador para la sustancia de unién que, por consiguiente, se hace
insoluble; como alternativa, diferentes materiales no solidos (elasticos) como liposomas, células,
microorganismos que incluyen virus pueden funcionar como particulas de captura;

— marcador - una sustancia que genera o a la que se le puede hacer generar una sefial capaz de ser detectada o
medida mediante un medio visual o de instrumentacion;

— particula marcadora - particula solida compuesta por cualquier tipo de polimero, plastico, vidrio, metal, celulosa
so similares, que esta marcada de forma detectable; como alternativa, diferentes materiales no sélidos (elasticos)
como liposomas, células, microorganismos que incluyen virus pueden funcionar como particulas marcadoras;

— primer componente de unién - un componente que comprende particulas de captura revestidas con una primera
sustancia de union;

— segundo componente de unién - un componente que comprende particulas marcadoras revestidas con una
segunda sustancia de union;

— componentes de uniodn - se refiere a un primer componente de unién y/o un segundo componente de union;

— primer complejo de unién - se refiere a un complejo entre un primer componente de unién y un analito;

— segundo complejo de unidn - se refiere a un complejo entre un primer complejo de unioén (un primer componente
de unién y un analito) y un segundo componente de unién;

— tercer complejo de unidn - se refiere a un complejo entre un segundo componente de unién y un analito;

— inmunocomplejo u otro complejo biomolecular - un primer, segundo o tercer complejo de union;

— analito - un compuesto o sustancia cuya presencia en una solucién de muestra se evaluara cuantitativa o
cualitativamente y que contiene al menos una disposicion espacial o polar Unica capaz de ser reconocida y de
que se una a ella una sustancia de union; el analito puede estar libre (independiente) en solucién o unido, por
ejemplo, a membranas celulares;

— dispositivo de separacion - un dispositivo que encierra una superficie porosa montada en dicho dispositivo;

— superficie porosa - superficie usada para la separacion de un inmunocomplejo u otro complejo biomolecular de
material no unido que permite que el segundo componente de union y otro material no unido, pero no el primer
componente de union, pase a través de la superficie; la superficie porosa no permite que ninguno del primer o el
segundo complejo de unién pase a través de la superficie; la superficie porosa comprende agujeros o aberturas;

— agujeros o aberturas - estos términos se usan de forma intercambiable en el presente documento; los
agujeros/aberturas son el medio mediante el cual el segundo componente de union y otro material no unido
pasan a través de la superficie porosa;

— tamario del agujero/abertura - esto se refiere a la dimensién del agujero/abertura que limita la capacidad de una
particula o material de pasar a su través; el tamafio puede referirse, por ejemplo, al diametro promedio de un
agujero/abertura o la distancia entre dos lados paralelos de un agujero/abertura;

— tamafio de la particula - esto se refiere a la dimension de la particula que limita su capacidad de pasar a través
de un agujero/abertura; el tamafio puede referirse, por ejemplo, al diametro promedio de una particula esférica;

— medio de separacidon o montaje - usado con el mismo significado que superficie porosa;

— rejilla, parrilla - superficie porosa que tiene agujeros o aberturas con dimensiones relativas al tamafo de
particulas;

— formato bidimensional - el material se mueve lateralmente sobre la superficie porosa, dado que es incapaz de
pasar a través de la superficie; particulas mas grandes que el tamafio de los agujeros/aberturas en la superficie
porosa se separaran de forma bidimensional; el primer componente de unién, el primer complejo de unién y el
segundo complejo de unién experimentan separacion bidimensional;

— formato tridimensional - el material se mueve lateralmente sobre la superficie porosa y verticalmente a través de
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la superficie porosa, dado que es capaz de pasar a través de la superficie; particulas mas pequefias que el
tamafio de los agujeros/aberturas en la superficie porosa se separaran de forma tridimensional; el segundo
componente de unién experimenta separacion tridimensional.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion usa una superficie porosa que es una rejilla o una parrilla como medio de separacion de un
inmunocomplejo u otro complejo biomolecular de material no unido después de la formacion de dicho complejo. La
segregacion del complejo se produce estrictamente sobre la superficie de la superficie porosa (medio de
separacion).

El uso de particulas de captura permite el uso de una superficie porosa con agujeros/aberturas que tienen un
tamafio que retiene al primer componente de unién, el primer complejo de unién y el segundo complejo de unién
sobre la superficie porosa pero permite que el segundo componente de union y otro material no deseado pasen a
través de la superficie. El tercer complejo de unién sera retenido sobre la superficie porosa o pasara a través de la
superficie porosa. Cual de estas opciones se aplica depende de la forma y el tamario del agujero/abertura.

La separacion de dichos complejos sobre una superficie porosa a partir de material no unido se hace posible
mediante el uso de particulas de captura que permiten el uso de una superficie porosa con poros de mayor tamafio
que si solamente se usaran segundos componentes de union (particulas marcadoras revestidas con sustancia de
union). El tamafo y la forma de los agujeros/aberturas de la superficie porosa son vitales. Esto se describe con mas
detalle a continuaciéon. Los expertos en la materia reconocen que las particulas tienen una tendencia a la
autoaglutinacion, causando resultados falsos positivos. Por lo tanto, el tamafio de los agujeros debe ser lo
suficientemente grande para que los segundos componentes de unién autoaglutinados pasen a través de la
superficie porosa, permitiendo solamente una sefial especifica procedente del segundo complejo de unién que indica
la presencia de un analito en la muestra a estudiar. Por consiguiente, el tamafo del agujero debe ser tal que las
particulas autoaglutinadas no obstruyan el agujero. Ademas, la forma del agujero debe ser tal que las particulas de
captura usadas no taponen el agujero.

La superficie porosa y especialmente los agujeros/aberturas de la misma deben ser compatibles con el tamafio y la
forma de la particula de captura. El agujero y la particula de captura forman un todo funcional que debe optimizarse
para retener la particula de captura revestida con sustancia de unién (primer componente de unién) sobre la
superficie porosa sin obstruir el agujero. Los agujeros de la superficie porosa deben, en todas las circunstancias,
mantener su capacidad para permitir que el segundo componente de unién no unido y otro material no deseado
pasen a través de dicha superficie. Esto se consigue disefiando un par de agujero-particula de captura funcional
donde los puntos de contacto tangencial entre la particula de captura y el borde del agujero son, tanto
numéricamente como con respecto al tamafo del area de contacto, lo mas pequeios posible.

La presente invencion es especialmente adecuada para determinar bajas concentraciones de analito en una
muestra. Cuando una cantidad secundaria de analito se fija a la sustancia de unién expuesta a una muestra que
tiene una baja concentracion de dicho analito, no es posible determinar esta pequefia cantidad de aglutinacion con
métodos convencionales. De acuerdo con la presente invencion, es posible determinar dicho analito aprovechando
la sefial de alta intensidad de la particula marcadora. Tal como se ha mencionado, una pequefia cantidad de
aglutinacion es insuficiente para permitir un resultado preciso y fiable, sin embargo, dicha aglutinacion puede
medirse aplicando el método de la presente invencion. La presente invencion no confia en la aglutinacion formada
per se sino que depende de la sefial del marcador cuya intensidad se incrementa en proporcion con la cantidad de
aglutinacion producida. Esto se vuelve evidente cuando se compara un ensayo inmunoturbidimétrico convencional
con la presente invencion.

Una prueba de aglutinacion tipica aprovecha particulas del tamafio de 0,1 - 1,0 um y una cantidad muy precisa de
sustancia de unién extendida formando un revestimiento sobre ellas. La concentracion 6ptima de particulas
revestidas con sustancia de unién permite que se produzca una aglutinacion visible. La presente invencién desvela
un método donde la concentracién de sustancia de unién usada para revestir la particula de captura o marcadora
puede reducirse considerablemente. La razén por la cual dicha reduccién es posible se basa en el uso de un
marcador que genera una sefial intensa que se incorpora en la particula marcadora. Como resultado de la
generacion de la sefal intensa, se consigue una sefial incluso cuando solamente una pequefia cantidad de analito
ha sido capturada por un nuimero reducido de sustancia de unién sobre la superficie de particulas de captura. Por
consiguiente, debido a dicha capacidad de generacion de sefal intensa, también una pequefia cantidad de
particulas marcadoras revestidas con sustancia de unién son suficientes para una medicion fiable.

La invencion aprovecha una alta concentraciéon de marcador que genera sefiales (no medible en dispositivos de
respuesta umbral baja convencionales debido al flujo excesivo de sefales) y un dispositivo de respuesta umbral alta.
El resultado fue inesperado, dado que la cantidad de moléculas marcadoras usadas es tan alta que se produce un
flujo excesivo de sefiales en dispositivos convencionales, mientras que la cantidad estaba dentro de limites medibles
cuando el ensayo se realizaba de acuerdo con la presente invencion.
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Habitualmente una pequefia cantidad de moléculas marcadoras puede unirse a un anticuerpo o antigeno. La
presente invencion desvela un método donde las particulas marcadoras funcionan como un portador de numerosas
moléculas marcadoras lo que da como resultado una sefial altamente intensa y una mayor sensibilidad. El resultado
era una sensibilidad incrementada cuando se usan dispositivos adecuados por ejemplo para pruebas de diagnostico
inmediato. El ensayo fluorimétrico desvelado en la presente solicitud puede realizarse usando un dispositivo de bajo
coste moderadamente sensible en comparacién con un instrumento de clase de laboratorio de elevado coste que se
utiliza habitualmente cuando se realizan estos tipos de ensayos sin ninguna intensificacion de particulas. Ademas,
este formato de ensayo permite que numerosos disefios electro-6pticos se incorporen en dispositivos de bajo coste,
especialmente para ensayos de tipo de diagndstico inmediato.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un método para detectar la presencia o cantidad de un analito
en una muestra, comprendiendo dicho método: (a) aplicar a una superficie porosa un primer componente de unién
que comprende particulas que tienen fijada a ellas una sustancia de unién que se une especificamente a dicho
analito; (b) aplicar dicha muestra a dicha superficie porosa; (c) aplicar a dicha superficie porosa un segundo
componente de unién que comprende particulas marcadas de forma detectable; y (d) detectar una sefal producida
por dichas particulas marcadas de forma detectable sobre dicha superficie porosa que es indicativa de la presencia
y/o la cantidad de dicho analito en dicha muestra; donde dicha superficie porosa es una rejilla o una parrilla; donde
dicha superficie porosa permite que dicho segundo componente de unién, pero no que dicho primer componente de
union, pase a través de dicha superficie; donde dicho primer componente de unién y dicho analito se unen entre si
para formar un primer complejo de unién; donde dichas particulas marcadas de forma detectable tienen fijada a ellas
una sustancia de union que se une especificamente a dicho analito o un primer componente de unién y dicho
analito, de modo que dicho segundo componente de unién y dicho primer complejo de union se unen entre si para
formar un segundo complejo de unién; y donde el primer complejo de unién y/o el segundo complejo de unién es
retenido sobre la superficie porosa.

El método de ensayo puede realizarse después de la reaccion completada en un tubo o cubeta aplicando todos los
componentes de reaccion, en una adicion sobre la superficie porosa. Como alternativa, el método de ensayo puede
realizarse aplicando el primer complejo de unién sobre la superficie y seguidamente el segundo componente de
unién. Preferentemente, todos los componentes de reaccién se aplican en una adicion.

El método de ensayo también puede realizarse aplicando en primer lugar la muestra o el primer componente de
union sobre la superficie, seguido por el segundo componente de unién. Este orden plantea exigencias especiales,
sobre la hidrofobicidad y el tamafio de poro de la superficie porosa. En dicha aplicacion la muestra y los segundos
componentes de unién no deben ser capaces de pasar a través de los poros ante de la reaccién completada en
presencia de analito en la muestra. Seguidamente, el material no unido debe tener un paso libre a través de la
superficie, generado mediante cualquier medio. Se plantean ain mas exigencias sobre el rendimiento del ensayo
cuando la muestra o cualquier otro componente lo suficientemente pequefio para pasar a través de los
agujeros/aberturas de la superficie porosa se aplica sobre dicha superficie. El escape de la muestra y otros
componentes pequefios a través de los agujeros/aberturas pueden prohibirse temporalmente mediante bloqueo
mecanico o fisicoquimico.

Un ensayo donde todos los reactantes se entremezclan es mas complicado debido a que una reaccion entre el
analito y el segundo componente de unién puede dar como resultado un tercer complejo de unién. En dicho ensayo,
la reaccion entre el analito y el segundo componente de unién se produce simultaneamente con la reaccion entre el
analito y el primer componente de unién. Sin embargo, los terceros complejos de union conservan su capacidad de
unirse al primer componente de union a través del analito.

Se han usado particulas como superficie de captura en el inmunoensayo en fase soélida del método de la invencion
para incrementar el area superficial para la uniéon. Usando pequefas particulas marcadas de forma detectable que
estan suspendidas en la solucidon de reaccion, puede conseguirse una cinética de reaccion favorable a través de
movimiento Browniano incrementado. Por consiguiente, el equilibrio puede establecerse mas rapido que en un
sistema con menos area superficial disponible para la unién.

Cuando se realiza el inmunoensayo mediante procedimientos en fase solida, el material se eliminara de la fase
liquida. Cuando el lavado se realiza posteriormente en la fase sdlida, se obtiene una separacion mas completa y la
sensibilidad global del ensayo se incrementa.

La presente invencién aprovecha microparticulas o nanoparticulas sobre las que esta fijada una sustancia o
sustancias de union. Las particulas funcionan, por un lado, como una fase sélida mévil y, por otro lado, como un
marcador en un procedimiento de inmunoensayo heterogéneo. Especialmente, las particulas ayudan a la separacion
del complejo resultante cuando se usa una superficie porosa.

Las particulas de captura del primer componente de unién son preferentemente grandes (tipicamente de tamafio
micrométrico). Las particulas marcadas de forma detectable del segundo componente de unién son preferentemente
pequefias (tipicamente de tamafio nanométrico). Sin embargo, las dimensiones de las particulas y los
agujeros/aberturas pueden reducirse suponiendo que la relacién de tamafio entre las particulas de captura y
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marcadoras se mantiene. Las particulas del primer componente de unién preferentemente tienen un diametro
promedio mas grande que las particulas del segundo componente de unién. La separacion del complejo resultante
formado entre dichos componentes de union y el analito en la muestra del material no unido se realiza usando una
superficie porosa. Cuando se separa, la mayoria de la superficie de la particula esta sobre la superficie del medio de
separacion.

Las particulas de captura pueden estar hechas de cualquier material sélido (por ejemplo plastico, vidrio, metal) o no
solido (es decir elastico como liposomas, células, microorganismos que incluyen virus) que pueda revestirse con una
sustancia de unién. Las particulas marcadoras también pueden estar hechas de cualquier material sélido o no sélido
en el/sobre el que un marcador o material que genera un marcador puede incorporarse o fijarse y que puede
revestirse con una sustancia de unién marcada o no marcada. El tamafo de las particulas de captura esta limitado
tanto por los requisitos del material de separacién como por sus propiedades. Las particulas de captura revestidas
de sustancia de union deben ser lo suficientemente grandes para ser retenidas sobre la superficie porosa tanto
antes como después de la formacion de primer y/o segundo complejos de unidn que resultan de la inmunorreaccion
0 reaccion quimica sobre dicha superficie porosa. Por otro lado, el tamafio de particulas tanto de captura como
marcadoras debe ser lo suficientemente pequefio para ser suspendidas en solucion y para incrementar la superficie
de unioén.

Tal como ya se ha mencionado, el factor limitante para el tamafio de las particulas de captura es el tamafio de la
abertura o agujero de la superficie porosa. Las particulas de captura deben ser lo suficientemente grandes para que
no pasen a través de los agujeros/aberturas, mientras que las particulas marcadoras deben ser lo suficientemente
pequefas para pasar a través de los agujeros/aberturas. Un tamafo de particula adecuado varia entre un diametro
promedio de 0,1 um a 200 um. El tamafio mas preferido para la particula de captura es un diametro promedio entre
1 - 10 um. El tamafio de las particulas marcadoras es claramente mas pequefio que el de las particulas de captura y
estas particulas marcadoras pasan a través de la superficie porosa (por ejemplo rejilla) cuando no estan unidas al
complejo (primero de unién) particula de captura-analito. El tamafio de las particulas marcadoras puede variar entre
un diametro promedio de 1 - 1000 nm, estando el diametro promedio mas preferido entre 50 - 150 nm. Un diametro
promedio preferible de las particulas de captura es el tamafio micrométrico, mientras que, un tamafio nanométrico es
mas adecuado para el diametro promedio de las particulas marcadoras.

Como ejemplo, cuando se usan microparticulas de captura con un diametro promedio de 10 um como en la presente
invencion, la cantidad preferible de estas particulas varia entre 4 x 10% -3 x 10° por prueba, siendo la cantidad mas
preferidas 2 x 10* - 2 x 10°. Cuando se usan particulas de captura dentro de dicho intervalo de cantidad, la cantidad
preferible de particulas marcadoras con un diametro promedio de 100 nm varia entre 1 x 10%-2x10° por prueba.

Las particulas marcadoras que comprenden una sefial o material que genera sefiales y la segunda sustancia de
union se usan para incrementar la actividad especifica del material marcador. Por consiguiente, el uso de estas
particulas marcadoras incrementa la sensibilidad del ensayo. Sustancias luminiscentes, radiomarcadas, magnéticas
o cromoégenas pueden incorporarse o fijarse en/a particulas y usarse como un marcador o material que genera
sefales. Las particulas que contienen marcadores fluorescentes estabilizados que comprenden un quelado de tierra
rara se han usado para marcar inmunorreactivos tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N°
4.283.382, la Patente de Estados Unidos N° 4.259.313 y la Patente de Estados Unidos N° 4.735.907. Estos
marcadores muestran una eficiencia mejorada en fluorescencia y son particularmente Utiles en inmunoensayos.
Estos marcadores también muestran alta sensibilidad que acompana a su uso en espectroscopia por fluorescencia.
Ademas de lantanidos tales como europio, terbio, samario, iterbio también pueden usarse otros marcadores
luminiscentes, como fluorescentes (por ejemplo fluoresceina y rodamina), fosforescentes (por ejemplo porfirinas),
quimioluminiscentes (por ejemplo éster de acridinio, luminol), electroquimioluminiscentes, bioluminiscentes, asi como
radiomarcadores, cromogenos tales como colorantes insolubles o solubles en agua o marcadores magnéticos
(ferritas, magnetitas), aunque sin estar restringidos a estos, en la produccion de materiales de marcado especificos
de acuerdo con la invencion.

Ademas, la invencion puede extenderse a cubrir un formato de ensayo multiparametro que aprovecha sustancias de
unién con diferente especificidad extendidas formando un revestimiento sobre la misma o diferente particula o
particulas de captura, y marcadores con diferentes caracteristicas.

La presencia de una sefial procedente de las particulas marcadoras en el segundo complejo de union se
correlaciona con la presencia del analito en la muestra. La magnitud de la sefial obtenida se correlaciona con la
cantidad de inmunocomplejo (segundo de unién)/complejo biomolecular generado y, por lo tanto, con la cantidad de
analito presente en la muestra. La invencion preserva el uso de un marcador también en forma molecular o
cualquiera sélida. El nivel de la sefal puede medirse mediante instrumentos apropiados como fluorémetros,
luminémetros, contadores de radiactividad, magnetometros y espectrofotémetros.

Las particulas marcadas de forma detectable tienen fijada a ellas una sustancia de unién que se une
especificamente al primer complejo de union. Una sustancia de unién “se une especificamente” al primer complejo
de unién cuando se une al primer complejo de unién con afinidad preferencial en comparacién con otros complejos o
sustancias. La sustancia de unién se une especificamente al analito o al primer componente de unién y al analito. La
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sustancia de unién preferentemente se une especificamente al analito.

En una inmunorreaccion asistida por particulas, tal como se desvela en la presente invencion, una primera sustancia
de unién esta unida sobre la superficie de la particula de captura y una segunda sustancia de union esta unida a
particulas en/a las que la sefal o sustancia que genera sefiales se ha incorporado o fijado. Tanto la particula de
captura como la particula marcadora hacen a la sustancia de unién insoluble. Tipicamente, la sustancia de unién es
un anticuerpo o fragmento, por ejemplo F(ab') y F(ab'). o derivado del mismo, que reconoce y se une a un analito en
una muestra. En la presente invenciéon, pueden usarse anticuerpos tanto policlonales como monoclonales como
sustancias de unién. Las primera y segunda sustancias de union usadas eran fragmentos F(ab'), de anticuerpos
policlonales cuando se determind CRP como un analito. Cuando SHBG se determiné como un analito, se usaron
dos anticuerpos monoclonales con diferentes especificidades como las primera y segunda sustancias de union,
respectivamente. Los anticuerpos para SHBG estaban representados mediante moléculas de IgG completas que se
originan a partir de diferentes clones. Anticuerpos monoclonales como sustancias de unién unidas a particulas sobre
la superficie tanto de las particulas de captura asi como de las particulas marcadoras otorgan el alto grado de
especificidad y sensibilidad asociado con dichos anticuerpos. La sustancia de union puede estar fijada sobre la
superficie de las particulas de captura asi como sobre las particulas marcadoras mediante adsorcién o unién
quimica covalente usando métodos de acoplamiento que son bien conocidos para los expertos en la materia.

Se prefiere que la sustancia de union esté unida a las particulas en una cantidad suficiente para revestir
sustancialmente la particula. Por “revestir sustancialmente” se entiende que parte pero no toda el area superficial de
la particula esta revestida. Esto retiene el movimiento espacial de la sustancia de unién. El porcentaje minimo del
area superficial de las particulas revestido depende parcialmente del tipo y la intensidad del marcador usado. Cuanto
mas intenso es el marcador, menos sustancia de unidon se necesita sobre particulas de captura. Los ensayos de la
presente solicitud relativos a particulas revestidas mediante diferentes cantidades de sustancia de uniéon se
realizaron usando un dispositivo de respuesta umbral baja.

Los ensayos de separacion de la presente solicitud se realizaron usando un dispositivo de respuesta umbral alta
para la medicion de fluorescencia resuelta en el tiempo. Cuando se usaba un dispositivo sencillo menos sensible
debian usarse particulas marcadoras a la concentracién de aproximadamente 100 veces mas alta en comparacion
con la cantidad de particulas cuando se usaba un dispositivo de respuesta umbral baja mas sofisticado. El
comportamiento de las particulas revestidas (concerniente a particulas tanto de captura como marcadoras) no es
(fundamentalmente) diferente cuando la cantidad de particulas marcadoras en reaccién se incrementa por ejemplo
en 100 veces.

Tal como ya se ha mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere al uso de una superficie porosa como
medio de separacion para separar un inmunocomplejo/complejo biomolecular de material no unido después de que
se ha producido una inmunorreacciébn o reaccién quimica. La segregacion del inmunocomplejo/complejo
biomolecular se produce estrictamente sobre la superficie de la superficie porosa (medio de separacion).

El principio del ensayo, tal como se desvela en la presente invencion, depende de la separacion de particulas de
captura y particulas marcadoras sobre una superficie porosa. Esta separacion depende generalmente de la forma y
el tamafio de las particulas y los agujeros/aberturas en la superficie porosa.

Los agujeros/aberturas pueden ser de cualquier forma, por ejemplo, cuadrada, rectangular, circular, triangular,
hexagonal u octagonal. El agujero/abertura preferentemente tiene dos lados paralelos. Los agujeros/aberturas
pueden estar formados mediante conexién de los dos lados paralelos mediante dos extremos, cada uno formado a
partir de un lado recto de cualquier longitud. Estos extremos pueden estar en angulos rectos a los lados paralelos,
por ejemplo el agujero/abertura es un cuadrado o un rectangulo, o los extremos pueden estar en otros angulos, por
ejemplo el agujero/abertura es un paralelogramo o un rombo. Como alternativa, los agujeros/aberturas pueden
formarse mediante conexién de los dos lados paralelos por dos extremos que comprenden, cada uno, mas de un
lado recto de cualquier longitud. Los lados rectos de estos extremos pueden comprender dos (por ejemplo el
agujero/abertura es un hexagono), tres (por ejemplo el agujero/abertura es un octégono), cuatro (por ejemplo el
agujero/abertura es un decagono) o mas lados rectos. Los multiples lados rectos que forman estos extremos pueden
ser de las mismas o diferentes longitudes. El agujero/abertura puede ser, por lo tanto, de forma regular o irregular.
Los extremos pueden estar en angulos rectos con respecto a los lados paralelos, por ejemplo el agujero/abertura es
un cuadrado o un rectangulo, o los extremos pueden estar en otros angulos, por ejemplo el agujero/abertura es un
paralelogramo o un rombo. Los dos lados paralelos pueden estar conectados mediante dos o mas lados de
cualquier longitud. Como alternativa, los agujeros/aberturas pueden estar formados mediante conexion de los dos
lados paralelos por dos extremos, que comprende cada uno lados que forman parte de un circulo, por ejemplo un
semicirculo. Como alternativa, los agujeros/aberturas pueden formarse mediante conexion de los dos lados
paralelos por dos extremos que comprenden, cada uno, lados irregulares de cualquier forma.

En una realizacion, los agujeros/aberturas con lados paralelos se extienden casi completamente por la superficie
porosa, por ejemplo la superficie porosa es una parrilla. En otra realizacién, los agujeros/aberturas cubren casi toda
la superficie, por ejemplo la superficie porosa es una rejilla. Dichas realizaciones son las mas eficientes para el paso
de material no unido a través de la superficie, dado que existen pasajes incrementados a través de los cuales el
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material puede desplazarse.

El tamafo de la particula de captura es generalmente mas grande que las aberturas/agujeros de la superficie
porosa. Ademas, los agujeros/aberturas de dicha superficie son generalmente mas grandes que el tamafo de las
particulas marcadoras usadas en cualquier forma en el ensayo. En una realizacion, la superficie porosa comprende
aberturas/agujeros con dos lados paralelos y la distancia entre estos lados es mas pequefia que el tamafio de las
particulas de captura del primer componente de unién pero mas grande que el tamafio de las particulas marcadoras
del segundo componente de union.

La forma preferida de la particula de captura, compatible con la forma del agujero, es esférica cuando la forma del
agujero/abertura tiene dos lados paralelos tal como se ha descrito anteriormente. El diametro promedio de la
particula de captura esférica es, preferentemente, mas grande que la distancia entre los dos lados paralelos.
Analogamente, la forma preferida de la particula marcadora, compatible con la forma del agujero, es esférica cuando
la forma del agujero/abertura tiene dos lados paralelos, tal como se ha descrito anteriormente. El diametro promedio
de la particula marcadora es, preferentemente, mas pequefio que la distancia entre los dos lados paralelos.

Si se usa una particula de captura en forma de barra, entonces la anchura de dicha particula siempre debe superar
el tamafio (por ejemplo, el diametro promedio o la distancia entre dos lados paralelos) del agujero/abertura. Si se
usa una particula marcadora en forma de barra, entonces la anchura de dicha particula siempre debe ser menor que
el tamafo (por ejemplo, el diametro promedio o la distancia entre dos lados paralelos) del agujero/abertura.

Un tamanio preferible para una abertura o agujero/abertura de la superficie es al menos dos veces el tamafio de una
particula marcadora. Es importante que el tamafio del agujero/abertura de la superficie esté relacionado con el
tamano de las particulas de captura para impedir que las particulas de captura pasen a través de la superficie
porosa (por ejemplo rejilla). El tamafio de agujero/abertura promedio tipico (por ejemplo, el diametro promedio o la
distancia entre dos lados paralelos) esta entre 0,05 - 100 um, mas preferentemente entre 1 - 20 um. El tamafio de
los agujeros/aberturas (por ejemplo, el diametro promedio a la distancia entre dos lados paralelos) debe ser el 10 -
90%, preferentemente el 50 - 70% del diametro de la particula de captura. El tamafio de la particula marcadora debe
ser como maximo el 50% de, preferentemente el 0,1 - 10% del tamafio (por ejemplo, el diametro promedio o la
distancia entre dos lados paralelos) del agujero. Por ejemplo para un tamafio maximo de particulas de captura de
200 pm, el tamafio maximo del agujero/abertura es de 180 pum.

La mayor parte del primer componente de unién sobresale por encima de la superficie porosa y solamente una parte
secundaria se alinea tangencialmente en los agujeros de la superficie porosa. Como resultado, el segundo
componente de unién es capaz de moverse libremente a través de la superficie mediante medios pasivos o activos.

Solamente el marcador unido a particulas de captura en el segundo complejo de union se mide en este ensayo. La
inmunorreaccién o reacciéon quimica que ayuda a la union de la particula marcadora a particulas de captura puede
tener lugar en un tubo, cubeta o similar o sobre la superficie porosa.

La estructura de la superficie y el material usado no permite ninguna unién dentro de la superficie. Todos los
primeros componentes de unién y segundos componentes de union fijados a estos son retenidos sobre la superficie,
mientras que todo el material marcador no unido fluye a través de la superficie. Todo el material separado puede
estar retenido sobre o ser liberado de la superficie para analisis cuantitativos del marcador. Habitualmente, la
superficie tiene una naturaleza pasiva en la recogida de complejos, inmunocomplejos o complejos biomoleculares.
Sin embargo, una superficie porosa (por ejemplo rejilla) también puede tener un papel activo en la generacion y/o
conduccion de sefiales asi como en la retirada de marcador no unido. Un medio adecuado para la generacion de
sefiales es, por ejemplo, luminiscencia, radiacion electromagnética y magnetometria. Ademas, es posible permitir
que el material de superficie porosa refleje o conduzca la sefial desde el segundo componente de unién unido hasta
el primer componente de unién mediante medios eléctricos, electromagnéticos o magnéticos. La naturaleza del
material de la superficie porosa a seleccionar debe exponer un fondo bajo y una elevada relacién de sefial con
respecto a ruido. Los materiales preferidos que cumplen los requisitos anteriores incluyen, aunque no se limitan a
metales, compuestos de silicio y polimeros de fondo bajo. Con la expresion “polimero de fondo bajo” se entiende
cualquier material polimérico con muy baja (inespecifica) relacion de sefial en comparacion con la sefial generada
por el marcador (especifico). El polimero de fondo bajo es un polimero que no interfiere en la medicién del marcador
(sefial). Por otro lado, pueden usarse materiales, que también tienen fondo bajo, pero que toman parte activamente
en la medicién participando en el inicio de la sefial especifica. Dichos materiales incluyen, aunque sin limitarse a
materiales preferentemente usados en placas de microvaloracion de fondo de membrana fluorimétrica, por ejemplo
Acrowell GHP (Pall-Gelman Laboratory) o Multiscreen-FL, de policarbonato (Millipore).

Los materiales porosos adecuados son bien conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, es preferente
que la superficie porosa actie como guia de luz en aplicaciones de excitacion y emision de luz. Ademas, las
propiedades de conductividad eléctrica y de semiconductor se prefieren en la generacion y la recogida de sefiales
eléctricas, mientras que, las propiedades magnetométricas son apropiadas para ensayos magnetométricos.
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La superficie porosa es, preferentemente, una rejilla. Una rejilla adecuada es por ejemplo la usada en un
microscopio electrénico como el soporte (sujetador) de la muestra. Dichas rejillas microscopicas pueden prepararse
por ejemplo a partir de metales como cobre, niquel, aluminio, molibdeno, titanio, plata y/u oro. Ademas de estos
metales también pueden prepararse a partir de ceramicas, vidrio o a partir de materiales mas flexibles como
diferentes tipos de plasticos y/o silicio.

La estructura de la rejilla puede expresarse en forma de un simple plano en plano, pared de un tubo o paredes de un
espacio cerrado, por ejemplo una compuerta. En consecuencia, es posible disefiar y fabricar diversas
construcciones donde diferentes estructuras de rejilla estan presentes. Las modernas técnicas de micromaquinado
como moldeo por microninyeccién, estampado en caliente o micromaquinado con silicio permiten la realizacion de
rejillas muy complicadas. Las rejillas fabricadas y finalizadas mediante esos procedimientos modernos pueden
aplicarse en estructuras de rejilla en dispositivos de diagnéstico analitico modernos de acuerdo con la divulgacion de
la presente invencion.

La separacion del inmunocomplejo puede venir precedida por una etapa de lavado después de la primera
inmunorreaccion entre el analito y el primer componente de uniéon. La etapa de lavado puede llevarse a cabo en, por
ejemplo, tubos antes de aplicar el complejo a la superficie. La etapa de lavado puede incluir la adiciéon de un tampén.
El centrifugado y la suspension de nuevo de las particulas granuladas eliminan material de muestra no unido asi
como el analito no unido libre especialmente cuando se ponen a prueba concentraciones de analito elevadas.
Después de la segunda inmunorreaccion entre el complejo primer componente de unién-analito y el segundo
componente de union, los componentes de reaccion pueden ser transferidos sobre la superficie porosa (por ejemplo
rejilla). Como alternativa, dependiendo de la estructura del medio de separacién, ambas inmunorreacciones también
pueden ser llevadas a cabo directamente sobre la superficie porosa (por ejemplo rejilla). El lavado también puede
conseguirse afiadiendo la soluciéon tampén sobre la superficie porosa (por ejemplo rejilla). La solucion de lavado (o
tampon) es, preferentemente, capaz de pasar a través de la superficie porosa. El tampén lava el complejo, la
superficie porosa (por ejemplo rejilla) y sus agujeros y elimina las particulas marcadoras no unidas, disminuyendo de
este modo la sefial de fondo. Dado que la eficiencia de la técnica de ensayo depende parcialmente de la completitud
de la separacion entre material unido y no unido, la etapa de lavado es mas efectiva cuando mas fluido de lavado
esta en contacto con los componentes de union. La completitud del lavado disminuye la sefal de fondo presente,
donde el material no unido que genera sefiales permanece en la zona de medicion. Las ventajas de usar una rejilla
metalica como superficie porosa es que el material tiene intrinsecamente muy poca fluorescencia de fondo y la unién
inespecifica de particulas marcadoras asi como de constituyentes de la muestra sobre la rejilla es pequenia.

La presente invencion comprende un método genérico de alcanzar un método de separacion unico. Dicho método
de separacién consta en la practica de una separacion tanto bidimensional como tridimensional. El material, tal como
un primer componente de unién y primer y segundo complejos de unién que no pasan a través de las aberturas
(agujeros) de la superficie porosa (por ejemplo rejilla) debido a su mayor tamafo, se mueve en un plano en plano,
por ejemplo se separa de forma bidimensional. Otro material, tal como el segundo componente de unién en exceso,
material no deseado que puede causar unioén inespecifica y que es lo suficientemente pequefio para pasar a través
de las aberturas, aprovecha una ruta tridimensional. Esto permite que un inmunocomplejo/complejo biomolecular
(primero y segundo de union) puro se establezca sobre la superficie porosa.

Por consiguiente, la separacion de inmunocomplejo/complejo biomolecular unido de material no unido se consigue
usando dicha superficie donde la separacién se produce principalmente de forma bidimensional sobre la superficie.
Curiosamente, la superficie desvelada permite una separacion donde dichos complejos se distribuyen de forma
bidimensional sobre la superficie, mientras que los materiales no unidos se distribuyen de forma tridimensional. Por
consiguiente, dicho método permite una separacion tanto bidimensional como tridimensional. Esta caracteristica
distingue muy claramente la presente invencion de la técnica anterior conocida. Dicha caracteristica permite, cuando
sea necesario, la liberacion y transferencia de complejos desde la superficie de la superficie porosa (por ejemplo
rejilla). Otra ventaja importante de este método de separacion es que no son necesarios medios adicionales, por
ejemplo un iman que se emplea cuando se usan perlas magnéticas, para la separacion. De acuerdo con la presente
invencion, la separacion se produce sobre una superficie, es decir sobre el montaje de prueba o de ensayo, que
como tal ya se considera que es una herramienta basica para realizar un ensayo. La ventaja de usar dicha superficie
para la separacion de inmunocomplejo/complejo biomolecular es la baja unién a marcador inespecifico y, por lo
tanto, la elevada relacion de sefial con respecto a ruido. También es ventajoso seleccionar un material de superficie
que no se une de forma no especifica a un marcador o particulas marcadoras.

Ademas, la separacion tridimensional que usa una superficie porosa puede hacerse mas rapida y mas eficiente
aplicando la superficie porosa sobre la superficie de un miembro, matriz o cualquier otro tipo de membrana o filtro
con accion de capilaridad. Siendo el objetivo permitir el flujo de fluidos que contienen material no unido a través de la
superficie porosa (por ejemplo rejilla). También puede usarse material que comprende una capa de gel debajo de la
superficie porosa para recoger el material no unido para mejorar las caracteristicas de la superficie porosa.

Un ensayo que aprovecha una membrana tridimensional clasica depende de la separacién de material unido del no

unido, donde parte del material unido esta unido dentro de la membrana y parte sobre la superficie de la membrana.
La presente invencion depende de una separacion de material unido y no unido, donde el material unido esta unido
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sobre la superficie porosa. En la practica, esto significa que la mayoria de los primeros componentes de union se
extiende por encima de la superficie porosa y solamente una parte secundaria, si hay alguna, esta en las aberturas o
los agujeros de la superficie porosa. Dicha distribucion depende en gran medida del diametro de los agujeros y el
tamafio de las particulas. Las particulas pueden aplicarse sobre la superficie porosa (por ejemplo rejilla) como
monocapa bicapa, o multicapa en el método de la invencion.

Tipicamente el método de ensayo usado es un ensayo no competitivo. El método de ensayo usado también puede
aplicarse a un procedimiento de ensayo competitivo. En un ensayo no competitivo, se mide la intensidad de la sefial,
mientras que, en un ensayo competitivo, la disminucion de la intensidad de la sefial.

De acuerdo con el método de la presente invencion, todas las inmunorreacciones pueden llevarse a cabo secuencial
o simultaneamente en un tubo o cubeta o directamente sobre la superficie de la rejilla. Tipicamente, el tiempo de
incubacion total (ensayo) es de 1 a 5 minutos cuando todas las inmunorreacciones se llevan a cabo
simultaneamente y de 3 a 15 minutos, respectivamente, cuando las inmunorreacciones se llevan a cabo
secuencialmente. El método de ensayo puede requerir, sin embargo, mas o menos tiempo que esto. El método es
particularmente adecuado para analitos que tienen mas de un sitio de unién especifico.

El método de la invencién se aplica generalmente a una muestra, tipicamente una muestra biolégica en el campo de
enfermedades infecciosas, quimica clinica y monitorizacion de la higiene. Tipicamente, la muestra es una de la que
se sabe 0 se sospecha que es una muestra corporal de un individuo, tal como un ser humano. Preferentemente, la
muestra comprende un fluido corporal por ejemplo sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina, saliva,
fluido de heridas cicatrizantes, liquido ascitico, liquido pleural, liquido sinovial, liquido de ampollas de succién de piel
o liquido amniético. Ademas, el método también es adecuado para poner a prueba muestras sélidas o semisoélidas o
pastosas solubles en agua tales como heces, esputo, faringeas, pus y similares. Ademas, el método puede
aprovecharse en monitorizacién de la higiene en la industria alimentaria y otras, asi como hospitales, laboratorios
etc.

El método descrito puede usarse para la separacion de inmunocomplejos y, por lo tanto, para la deteccion de
microorganismos como bacterias, virus, hongos y parasitos (protozoos) y sus antigenos asi como células eucariotas
y sus antigenos. Adicionalmente, pueden determinarse los siguientes tipos de analitos: hormonas, farmacos, toxinas,
vitaminas, productos quimicos medioambientales, enzimas, péptidos, proteinas, glucoproteinas, lipoproteinas,
lipidos, haptenos, alérgenos y acidos nucleicos. El método descrito también puede usarse para la separacion y el
analisis de otros tipos de complejos biomoleculares como por ejemplo complejos entre acidos nucleicos (ADN-ADN y
ADN-ARN) y entre acidos nucleicos y proteinas (por ejemplo complejos reguladores que controlan la expresion
génica). Dichos complejos biomoleculares comprenden también otros tipos de complejos entre diferentes proteinas
(incluyendo glucoproteinas y lipoproteinas) como complejos entre ligando y receptor (receptor unido a membranas
de células completas o a membranas celulares separadas), complejos multienzimaticos (que comprenden diferentes
subunidades enzimaticas) asi como complejos entre proteinas y otros tipos de biomoléculas como complejos entre
una enzima y su sustrato. El analito puede estar libre de antigenos celulares (por ejemplo acido nucleico o proteina
citoplasmatica) o unido a una membrana de célula procariota o eucariota (por ejemplo receptores).

La invencion también proporciona un kit para detectar la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra.
Ademas de una superficie porosa y un primer y segundo componentes de unién, los kits de la invencion pueden
comprender un tampoén adecuado, un reactivo de calibracion adecuado, una membrana con accién de capilaridad,
un dispositivo de muestreo, instrucciones de uso y otros componentes habituales.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién. A no ser que se indique lo contrario, los métodos usados son técnicas
convencionales de bioquimica y biologia molecular. Los ejemplos presentados son ejemplos solamente y no
pretenden limitar el alcance de la invencion.

El material de las rejillas metdlicas usadas en la presente invencioén para separacion del inmunocomplejo y el
montaje del ensayo era cobre. El grosor de las rejillas usadas era de aproximadamente 10 um con un grosor de
barra de 5 um y mostraban un tamafio del agujero de 7,5 um (malla 2000). Las rejillas usadas en la presente
invencion son similares a las usadas en microscopia electrénica como el soporte (sujetador) de la muestra.

Ejemplo 1

Procedimiento para ensayo secuencial de hCRP con sustancia de unién unida a primera y segunda particulas que
aprovecha fragmentos F(ab'),-policlonales y que mide la formacion de inmunocomplejo sobre la rejilla usada para la
separacion de dicho complejo (figura 4).

Los ensayos con proteina C-reactiva humana (hCRP) se usan como un indicador de inflamacién. En el presente

ejemplo la hCRP se determin6 en una muestra calibradora. En primer lugar, una muestra que contiene hCRP a una
concentracion entre 0 - 10 mg/l y 0,1 ml del tampdn (a base de Tris) se afiaden a pequefios tubos de centrifuga.
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Seguidamente, se afiaden 10 ul de particulas de latex al 0,25% (diametro 10 um) revestidas con fragmento anti-CRP
F(ab'), y los tubos se incuban durante 5 minutos con mezclado. Después de la incubacion, los tubos se centrifugan
durante 0,5-3 minutos (aproximadamente 16000 x g) y los sobrenadantes se desechan. A continuaciéon se lavan
particulas de latex con CRP unida para eliminar la CRP no unida por medio de centrifugado y aspiracion. Las
particulas se suspenden de nuevo en 0,1 ml de tampédn y se afiaden 10 pl de marcador que contiene particulas de
latex revestidas con sustancia de union (suspension al 0,125%; diametro de la particula de latex 0,1 um). Después
de incubacién durante 5 minutos el inmunocomplejo formado: latex de captura con primera sustancia de unién - CRP
- latex marcador con la segunda sustancia de unidn se separa transfiriendo los componentes de reaccidon sobre
rejillas de 7,5 um (diametro del agujero) y se filtra a través de dichas rejillas (diametro 3 mm). El proceso de filtracion
se describe en las figuras 2 y 3. Después del lavado, se cuenta la sefal de fluorescencia del inmunocomplejo unido
a la rejilla. La sefal se correlaciona con la cantidad de inmunocomplejo sobre la rejilla y, por lo tanto, con la cantidad
de CRP en dicho complejo y, en consecuencia, con la cantidad de analito en la muestra.

Ejemplo 2

Procedimiento para ensayo secuencial de hSHBG con sustancia de union unida a primera y segunda particulas que
aprovecha anticuerpos monoclonales y que mide la formacién de inmunocomplejos sobre la rejilla usada para la
separacion de dicho complejo (figura 5).

Se usan ensayos de globulina fijadora de hormonas sexuales humana (hSHBG) como un indicador del estado
hormonal. En el presente ejemplo, se determiné la hSHBG recombinante en una muestra de medio de cultivo
celular. En primer lugar, se afladen una muestra que contiene hSHBG a una concentracion entre 0 - 200 nmol/l y 0,1
ml del tampdén a tubos de centrifuga pequefios. Seguidamente, se afiaden 10 pl de particulas de latex al 0,25%
(diametro 10 um) revestidas con anticuerpo monoclonal anti-SHBG y los tubos se incuban durante 5 minutos con
mezclado. Después de la incubacion, los tubos se centrifugan durante 0,5-3 minutos (aproximadamente 16000 x g) y
los sobrenadantes se desechan. A continuacion, se lavan particulas de latex con SHBG unida para eliminar la SHBG
no unida por medio de centrifugado y aspiracion. Las particulas se suspenden de nuevo a 0,1 ml de tampdn y se
afaden 10 pl de marcador que contenia particulas de latex revestidas con sustancia de unién (suspension al
0,125%; diametro de la particula de latex 0,1 um). Siendo la sustancia de unién un anticuerpo monoclonal con
diferente especificidad para SHBG que la primera sustancia de unién. Después de incubacién durante 5 minutos, el
inmunocomplejo formado: latex de captura con primera sustancia de unién - SHBG - latex marcador con la segunda
sustancia de unién se separa transfiriendo los componentes de reaccion sobre rejillas de 7,5 um (diametro del
agujero) y se filtra a través de dichas rejillas (diametro 3 mm). El proceso de filtracion se describe en las figuras 2 y
3. Después del lavado, se cuenta la sefal de fluorescencia del inmunocomplejo unido a la rejilla. La sefial se
correlaciona con la cantidad de inmunocomplejo sobre las rejillas y, por lo tanto, con la cantidad de SHBG en dicho
complejo y, en consecuencia, con la cantidad de analito en la muestra.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar la presencia o cantidad de un analito en una muestra, comprendiendo dicho método:

(a) aplicar a una superficie porosa un primer componente de unién que comprende particulas que tienen fijada a
ellas una sustancia de unién que se une especificamente a dicho analito;

(b) aplicar dicha muestra a dicha superficie porosa;

(c) aplicar a dicha superficie porosa un segundo componente de unién que comprende particulas marcadas de
forma detectable; y

(d) detectar una sefial producida por dichas particulas marcadas de forma detectable sobre dicha superficie
porosa que es indicativa de la presencia y/o la cantidad de dicho analito en dicha muestra;

donde dicha superficie porosa es una rejilla o una parrilla;

donde dicha superficie porosa permite que dicho segundo componente de union, pero no que dicho primer
componente de unién, pase a través de dicha superficie;

donde dicho primer componente de union y dicho analito se unen entre si para formar un primer complejo de union;
donde dichas particulas marcadas de forma detectable tienen fijada a ellas una sustancia de union que se une
especificamente a dicho analito o dicho primer componente de union y dicho analito, de modo que dicho segundo
componente de unién y dicho primer complejo de unién se unen entre si para formar un segundo complejo de union;

y
donde el primer complejo de unién y/o el segundo complejo de unidn es retenido sobre la superficie porosa.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la muestra y el primer componente de unién se ponen en
contacto entre si antes de ser aplicados a la superficie.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la etapa (a) se lleva a cabo antes que la etapa (b).

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la muestra, el primer componente de unién y el segundo
componente de unién se ponen en contacto entre si antes de ser aplicados a la superficie porosa.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas aplicar a
dicha superficie antes de la etapa (d) una solucién de lavado capaz de pasar a través de dicha superficie porosa.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho segundo componente
de union comprende particulas marcadas de forma detectable que tienen fijada a ellas una sustancia de unién que
se une especificamente a dicho analito.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha superficie porosa
comprende:

(a) un material que es metal, plastico, ceramica, vidrio o silicio; y/o
(b) un dispositivo de separacion.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha superficie porosa
comprende un formato tanto bidimensional como tridimensional.

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde las particulas del primer
componente de unién o el segundo componente de union:

(a) comprenden un material que es un polimero sintético, plastico, vidrio, metal o celulosa; o
(b) son liposomas, células o microorganismos.

10. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde las particulas del primer
componente de union tienen un diametro promedio mas grande que las particulas del segundo componente de
union.

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde

a) las particulas del primer componente de union tienen un diametro promedio de 0,1 a 200 um; y/o
b) las particulas del segundo componente de unién tienen un diametro promedio de 1 a 1000 nm.

12. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la superficie porosa

comprende aberturas/agujeros con dos lados paralelos y la distancia entre los lados paralelos es mas pequefia que
el diametro promedio de las particulas del primer componente de unién.
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13. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha sustancia de unién
esta unida de forma adsorptiva o de forma covalente a dichas particulas en una cantidad suficiente para revestir
sustancialmente las particulas.

14. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha sustancia de unién
comprende un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal o fragmentos F(ab') o F(ab'), de los mismos.

15. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dichas particulas se marcan
de forma detectable usando un material que es un material luminiscente, radiomarcado, cromégeno o magnético.

16. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho analito es un
antigeno, opcionalmente proteina C-reactiva (CRP) o globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG).

17. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha superficie porosa
tiene una naturaleza pasiva en la recogida de dichos complejos y opcionalmente tiene un papel activo en la
generacion y/o la conduccién de sefiales, asi como en la eliminaciéon de marcador no unido.

18. Un kit para detectar la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra que comprende:

(a) una superficie porosa;

(b) un primer componente de unién que comprende particulas que tienen fijada a ellas una sustancia de union
que se une especificamente a dicho analito para formar un primer complejo de unién; y

(c) un segundo componente de unién que comprende particulas marcadas de forma detectable que tienen fijada
a ellas una sustancia de unién que se une especificamente a dicho analito o dicho primer componente de unién y
dicho analito, de modo que dicho segundo componente de unién y dicho primer complejo de unién se unen entre
si para formar un segundo complejo de union;

donde dicha superficie porosa es una rejilla o una parrilla;

donde el primer complejo de unién y/o el segundo complejo de union son capaces de ser retenidos sobre la
superficie porosa.

19. Un kit de acuerdo con la reivindicacién 18, donde dicha superficie porosa tiene una naturaleza pasiva en la

recogida de dichos complejos y opcionalmente tiene un papel activo en la generacion y/o la conduccion de sefales,
asi como en la eliminacion del marcador no unido.
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